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Sažetak: Kombucha je osvježavajući napitak koji se dobiva fermentacijom zaslađenog čaja 
ili voćnih napitaka zahvaljujući snažnom simbiotičkom djelovanju bakterija octene kiseline i 
kvasaca. U radu je proučavano nastajanje octene i glukonske kiseline, etanola i bakterijske 
celuloze biotransformacijom kombuche u zelenom čaju zaslađenim saharozom (60, 80 i 100 
g/L). Promjene pH vrijednosti posljedica su simbiotičke metaboličke aktivnosti osmofilnih 
kvasaca i bakterija octene kiseline i smanjivale su se s nastajanjem organskih kiselina. 
Analiziranjem uzoraka pomoću FT-IR spektroskopije, XRD analize i SEM pretraživanja, 
otkriveno je da su svi uzorci imali veći postotak amorfne strukture, a ne kristalične, kako je 
očekivano. Debljina i prinos bakterijske celuloze povećavali su se tijekom vremena 
fermentacije. Najveći prinos bakterijske celuloze bio je pri 100 g/L saharoze (143.66 %). 
Dobiveni rezultati ovog istraživanja ukazuju da maksimalni prinos bakterijske celuloze ovisi o 
mnogo čimbenika koje još treba dodatno optimizirati. 
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Abstract: Kombucha is a traditional refreshing beverage obtained by the fermentation of 
sweetened tea with a powerful symbiosis of acetic bacteria and yeasts. The production of 
acetic and gluconic acids, ethanol and bacterial cellulose by biotransformation of kombucha, 
in green tea sweetened with sucrose (60, 80 and 100 g/L) was studied. Changes in pH were 
related to the symbiotic metabolic activities of yeasts and acetic acid bacteria, and it is 
decreased by the formation of organic acids. Analysing samples by FT-IR spectroscopy, XRD 
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Proučavanjem uloge pića i hrane u narodnoj medicini, uočeno je da su mnoga pića i hrana 
korišteni zbog njihovih pozitivnih učinaka na zdravlje. Najstariji znani lijek je čaj koji je u Kini 
konzumiran još prije 5000. godina zbog njegovih stimulirajućih i detoksifikacijskih svojstava u 
eliminaciji alkohola i toksina, da bi poboljšao protok krvi i urina, ublažio bolove u zglobovima 
te poboljšao imunitet (Balentine i sur., 1997). Tijekom prošlih stoljeća, kultura ispijanja čaja 
je postupno rasla i postala sastavnim dijelom mnogih, diljem svijeta uvriježenih  društvenih 
rituala, tako da je danas čaj postao drugo najpopularnije piće na svijetu nakon vode (Yang i 
Wang, 1993). 
Kombucha čaj je bezalkoholni blago pjenušav fermentirani napitak, osvježavajuće slatkastog 
i blago kiselog okusa, a zbog njegovih nutritivnih, bioloških i ekoloških vrijednosti, 
preporučuje se svakodnevna konzumacija u malim volumenima (Blanc, 1996). Tradicionalno 
se proizvodi sa crnim ili zelenim čajem zaslađenim saharozom u koji se, kao starter kultura, 
nacjepljuje združena, odnosno simbiotička kultura bakterija octene kiseline i raznih vrsta 
kvasaca, a fermentacija se provodi tijekom 10-14 dana (Teoh i sur., 2004). Danas kombucha 
predstavlja komercijalni proizvod novije generacije koji se može pronaći u prodavaonicama 
zdrave hrane širom Europe i Amerike (Malbaša i sur., 2008). 
Celuloza koja je sintetizirana u biljkama ili ekstracelularno pomoću bakterija predstavlja 
neiscrpni izvor organskog polimera na Zemlji i ima globalnu ekonomsku važnost (Kim i sur., 
2006). Procijenjeno je da je godišnja proizvodnja ili sinteza celuloze veća od 150 milijardi 
tona (Huang i sur., 2014). Ovaj se prirodni polimer koristi u različitim područjima, od 
industrije papira, tekstilne industrije, a ima svoju primjenu i u biomedicinskoj i 
farmaceutskoj, kao i u prehrambenoj industriji (Wu i sur., 2007).  
Bakterijska celuloza (BC) je fascinantni biopolimer s različitim svojstvima, kao što su visoka 
sposobnost zadržavanja vode, kristaliničnost, čvrstoća, ultratanka mreža vlakana i 
sposobnost oblikovanja trodimenzionalne (3D) strukture tijekom sinteze (Choi i sur., 2009; Li 
i sur., 2011; Nasab i Yousef, 2010). 
U ovom radu su praćeni i određivani sljedeći parametri: 
- promjena pH vrijednosti i koncentracija octene i glukonske kiseline, te etanola 
tijekom 11 dana fermentacije kombuche u zelenom čaju, 
- prinos sintetizirane bakterijske celuloze, 
- kapacitet zadržavanja i otpuštanja vode, 
- kristaliničnosti bakterijske celuloze, 








































Kombucha je fermentirani napitak s poviješću starom nekoliko tisuća godina, ishodište joj je 
u Aziji, a posljednjih tri desetljeća postala je vrlo popularni napitak u zapadnim zemljama 
(Kaufman, 1995). Fermentirani proizvod je blago pjenušav i slatkasto-kiselkast. Najčešće se 
proizvodi fermentacijom infuzije listova čajevca (Camellia sinensis L.), koji imaju blagotvorni 
učinak na ljudsko zdravlje kao diuretik, pri pojavi edema, arterioskleroze, gubitka tjelesne 
mase i brojnih drugih zdravstvenih problema (Frank, 1995). Istraživanja su, također, 
pokazala da kombucha uravnotežuje crijevnu floru, poboljšava metabolizam, djeluje kao 
prirodni antibiotik, pomaže održavanju pH vrijednosti organizma, odnosno kiselo-lužnate 
ravnoteže u tijelu (Dufresne i Farnworth, 2000). Mnogi od tih blagotvornih učinaka još uvijek 
nisu u potpunosti znanstveno potvrđeni, ali se provode brojna istraživanja koja sve više 
potvrđuju vrijednost kombuche kao izrazito zdravog napitka (Greenwalt i sur., 2000; 
Hartmann i sur., 2000). 
Kombucha se tradicionalno pripravlja fermentacijom zaslađenog crnog ili zelenog čaja s 50-
100 g/L saharoze i inokulacijom s prošlom generacijom uzgojene kulture (“majčinskom 
kulturom“) uzgojene bakterijske celuloze, popularno zvane „čajna gljiva“ (Teoh i sur., 2004). 
Preporučeno je da se uz pelikulu kombuche u novu hranjivu podlogu doda 5-10 % napitka iz 
prijašnje fermentacije kao startera za početak nove fermentacije. Uzgoj se odvija u statičnim 
aerobnim uvjetima tijekom 10-14 dana pri 20-28 ºC (Sievers i sur., 1995; Chu i Chen, 2006). 
Dužina fermentacije može varirati i produžiti se i do 60 dana (Chen i Liu, 2000), no u tom 
slučaju okus gotovog napitka poprima značajno kiseliju notu zbog povećane koncentracije 
octene kiseline. Prema provedenim istraživanjima različitih kombucha napitaka, fermentaciju 
bi trebalo završiti kad je izmjerena ukupna kiselost od 4 do 4,5 g/L (Cvetković i sur., 2008).  
Kombucha predstavlja simbiotički združenu kulturu bakterija octene kiseline i kvasaca. 
Acetobacter xylinum je najčešće prisutna vrsta bakterija octene kiseline, no izolirane su i 
vrste Acetobacter aceti i Gluconobacter oxydans (Kersters i sur., 2006). Najčešće izolirani 
kvasci pripadaju rodovima Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Torulopsis, Pichia i 








2.2. Zeleni čaj 
 
Stoljećima su biljni čajevi korišteni u tradicionalnoj medicini pri pojavama različitih infekcija, 
oboljenja i bolesti. Čajevi su infuzije, najčešće osušenih listića, plodova ili korijena biljaka u 
vrućoj vodi. Unatoč njihovoj raširenosti i tradicionalnom ispijanju na Dalekom istoku, u 
zapadnom su dijelu svijeta postali tek u posljednjih dvjestotinjak godina sve popularniji 
(Chen i sur., 2007).  
Zeleni čaj dobiva se iz biljke čajevac C. sinensis koja pripada u porodicu Theaceae. Trenutno 
se uzgaja u više od 30 zemalja diljem svijeta, a najveći su proizvođači Indija, Kina, Japan i 
Tailand. 
 






Vrsta: C. sinensis 
Binominalno ime: Camellia sinensis (L.) Kuntze 
 
 





2.3. Bakterijska celuloza 
 
Biomaterijali imaju bitnu ulogu u svakodnevnom životu ljudi ( Czaja i sur., 2007; Hubbell, 
1995; Ratner i Bryant, 2004; Shoicet, 2009). Ne smijemo isključiti  važnost biopolimera u 
prehrani, osobnoj te medicinskoj njezi (Ellis i Smith, 2008; Murphy, 2001; Jay i sur., 2008). 
Celuloza je najbogatiji polimer na zemlji s 1,5  1012 tona godišnje proizvodnje (Czaja i sur., 
2004; Klemm i sur.,  2005) i najčešće se dobiva od biljaka (Siro i Plackett, 2010). Osim biljne 
celuloze, celuloza je također dobivena sintezom in vitro pomoću enzima, kemijskom sintezom 
iz derivata glukoze, biosintezama i z različitih mikroorganizama, kao što su alge i gljive 
(Klemm i sur., 2005), kao i različitim aerobnim bakterijama rodova Agrobacterium, Sarcina, 
Rhizobium i Acetobacter (Dufresne, 2013; Khan i sur., 2007; Shezad i sur., 2010). Tijekom 
proučavanja fermentacije octene kiseline 1886. godine Brown je dobio bakterijsku celulozu u 
obliku želatinastog pokrova na površini tekuće podloge debljine 25 mm. Mikroorganizam koji 
je odgovoran za takvu membranu bakterijske celuloze je A. xylinum, po najnovijoj klasifikaciji 
poznat i pod imenom Gluconacetobacter xylinus (Brown, 1886a, b). G. xylinus je najčešće 
korišten mikroorganizam u osnovnim i primijenjenim studijama za proizvodnju bakterijske 
celuloze zbog velike produktivnosti i sposobnosti korištenja različitih šećera i drugih spojeva 
kao izvora ugljika (Ross i sur., 1991; Saxena i Brown, 2012). G. xylinus uzgojem pri 
kontroliranim uvjetima s pogodnim izvorima ugljika i dušika, proizvodi vrlo poroznu 
bakterijsku celulozu, mrežaste strukture u obliku tankih listova ili pelikula (Lin i sur., 2013; 
Pircher i sur., 2014) (Slika 2).  
 
Slika 2. Izgled bakterijske celuloze proizvedene u statičnom uzgoju (a) i SEM fotografija (b) 





Uzgoj može biti statičan ili na tresilici, te šaržni, polu-kontinuriran ili kontinuiran (Lin i sur., 
2013, 2014; Pircher i sur., 2014; Sulaeva i sur., 2015). Tipična sinteza bakterijske celuloze 
odvija se u četiri reakcije katalizirane enzimima, a to su fosforilacija glukoze u glukoza-6-
fosfat, izomerizacija glukoza-6-fosfata u glukoza-1-fosfat, prevođenje glukoza-1-fosfata u 
uridindifosfat glukozu (UDP-glukoza), te sinteza lanaca glukana iz UDP- glukoze (Ross i sur., 
1991). 
 
Slika 3. Biokemijski put sinteze bakterijske celuloze (Lin i sur., 2013) 
 
Paralelni glukanski lanci tvore agregate i kristaliziraju se te tvore mikrofibrile, nakon čega 
slijedi agregacija u diskontinuiranom snopu celuloznih vlakana (Iguchiei sur., 2000; Lin i sur., 
2013). Nakon što se pranjem ukloni kultura, dobiva se bakterijska celuloza u obliku gela bez 
boje, okusa i mirisa. Takav gel ima nekoliko primjena u svakodnevnom životu  (Lin i sur., 
2013). Bakterijska celuloza ima povoljna svojstva kao što su izuzetne mehaničke 
karakteristike, dobra svjetlosna prozračnost, in situ sklopivost, poroznost, stabilnost, 
biokompatibilnost, slab imunogeni potencijal, stanična adhezija i poliferacija (Helenius i sur., 
2006; Millon i Wan 2006; Qiu i Netravali, 2014; Svensson i sur.,  2005) te ih ta dobra 





2.4. Primjena bakterijske celuloze u kozmetičkim i farmaceutskim proizvodima 
 
Iako su slične prema kemijskoj strukturi, bakterijska celuloza ima različite i superiorne fizičke, 
mehaničke i biološke osobine u odnosu na biljnu celulozu. Zbog tih boljih svojstava, 
bakterijska celuloza ima primjenu u prehrambenoj industriji, kozmetici, biomedicini, te u 
primjeni lijekova (Lin i sur., 2013) (Slika 4). 
 
 
Slika 4. Strukturna svojstva bakterijske celuloze (Ullah i sur., 2014) 
 
Bakterijska celuloza je celuloza sintetizirana u svom najčišćem obliku, a to je bez primjesa 
pektina, hemiceluloze i lignina (Chawla i sur., 2009). Bakterijska celuloza je jako porozna, 
ima veliku propusnost za tekućine i plinove i posjeduje veliki kapacitet zadržavanja vode 
(više od 90% vlažne mase je voda) (Klemm i sur., 2001). Ovakve karakteristike bakterijske 
celuloze rezultat su ultrafine mreže od mikro i nanofibrila (Chawla i sur., 2009),  koji su oko 
sto puta tanji od vlakana biljne celuloze. Ta svojstva ju čine pogodnom za primjenu kao 
stabilizatora formulacije, zgušnjivača, za pranje i piling lica bez mogućeg mehaničkog 
oštećenja kože (Lin i sur., 2015; Shi i sur., 2014b). Osim toga, biokompatibilnost, niski 
imunogeni potencijal i in situ sklopivost dodatno pojačavaju primjenu bakterijske celuloze u 
području biomedicine (Lin i sur., 2016). Ova svojstva zajedno sa izrazito velikom jačinom 





na koži u kozmetici. Zbog velikog kapaciteta zadržavanja vode i kapaciteta ionske izmjene, 
bakterijska celuloza ima odgovarajući učinak pri snižavanju kolesterola.  Uz transparentnost, 
visoka propusnost bakterijske celuloze za tekućine i plinove čini ju prikladnim sredstvom kao 
maske za lice, kontaktne leće te kao lijek u ranama i opeklinama (Czaja i sur., 2006). 
Strukturna svojstva bakterijske celuloze mogu biti korištena u različitim in situ tehnikama kao 
što su dodavanje različitih tvari, promjena u uvjetima uzgoja, upotreba u genetičkom 
inženjerstvu i u ex situ primjenama kao što su fizikalne i kemijske modifikacije, specijalni 
uvjeti sušenja, elektromagnetsko zračenje (Krystynowicz i sur., 2002; Lin i sur., 2013, 2016; 
Olyveira i sur., 2013; Petersen i Gatenholm, 2011; Stoica-Guzun i sur., 2007; Sulaeva i sur., 
2015; Yadav i sur., 2010). 
 
 
2.5. Primjena u prehrani 
 
Dijetalna vlakna bakterijske celuloze imaju GRAS status (eng. Generally Recognized As Safe) 
od 1992. godine (Shi i sur., 2014b; Park i sur., 2009). Bakterijska celuloza ima mogućnost 
primjene u prehrambenoj industriji zbog svoje visoke čistoće, zbog različitih tekstura i oblika 
u obliku čestica, kuglica, niti i filmova, sposobnosti stjecanja in situ promjena kao što su 
boje, okusi, te zbog laganog procesa proizvodnje (Shi i sur., 2014b). Zbog ovih svojstava se 
bakterijska celuloza može koristiti i kao dodatak hrani i svakako naći primjenu u 
prehrambenoj industriji. 
Jedna od prvih upotreba bakterijske celuloze je proizvodnja deserata na Filipinima koji 
pružaju „glatki osjećaj u ustima“, a tradicionalno se zovu „Nata de coco“. Pripravljaju se tako 
što se kokosova voda fermentira za biosintezu bakterijske celuloze, a nakon sinteze se 
bakterijska celuloza nasjecka u male dijelove i uroni u sirup od šećera. „ Nata de coco“ se 
koristi kao slatki desert (Iguchi i sur., 2000; Klemm i sur., 2005, 2006). Taj desert se brzo 
svidio ljudima i brzo se proširio po svijetu u obliku bombona ili deserta (Phisalaphong i 
Chiaoprakobkij, 2012). 
Bakterijska celuloza ima smanjenju količinu kolesterola u in vitro testovima zbog adsorpcije i 
vezanja (Stephens i sur., 1990). Gel bakterijske celuloze se može konzumirati u vrlo malim 
količinama, ali bakterijska celuloza korištena u hrani, kozmetici i u primjeni lijekova može 
postati jestiva ako se obradi sa alginatom i kalcijevim kloridom ili sa šećerom i alkoholom. 
Tekstura takve bakterijske celuloze nalikuje na mekušce i voće, kao što su lignje i grožđe 




Tablica 1. Primjena bakterijske celuloze u hrani 
 
Hrana ili proces Oblik BC Svrha BC Reference 
Nata de coco Kriške BC Glavna struktura Iguchi i sur., . (2000) 
Nisko kolesterolna 
dijeta 
 BC u obliku praška Upijanje masnoće Chau i sur., (2008), Lin 
i Lin (2004), Stephens i 
sur., (1990) 
Vegetarijansko meso Listovi BC Strukturna 
komponenta, upijanje 
masnoće 
Ju˚zlova´ i sur., 
(1996), Purwadaria i 
sur., (2010),  Wonganu 
i Kongruang, (2010) 
Paste i džemovi Vodenasta pasta Toplinski stabilna 
suspenzija, agensi za 
oblikovanje mase 
Okiyama i sur., (1992) 
Tofu Vodenasta pasta Gelirajuće sredstvo Okiyama i sur., (1993) 
Kamboko Vodenasta pasta Agens za stvrdnjivanje, 
modifikator teksture 
Okiyama i sur., (1993) 
Čokoladni napitci Vodenasta pasta Agens za toplinsku 
stabilnost 
Okiyama i sur., (1993) 
Sladoled Vodenasta pasta Agens za stvrdnivanje, 
protiv smrzavanja i 
otapanja 
Okiyama i sur., (1993) 
Vino Komadići BC Za povećanje aktivnosti 
kvasca 
Montealegre i sur., 
(2012), Nguyen i sur., 




Spužvasta BC Za povećanje aktivnosti 
laktaze 
Chen i sur., (2015) 
L-lizin Kocke BC Za povećanje aktivnosti 
i održivosti stanica 
 




Dobre i sur., (2012), 
Jipa i s   ur., (2012), 
Tome´ i sur., (2010) 
glukoamilaza zrnca Za povećanje enzimske 
aktivnosti 
Wu i Lia (2008), Wu i 






2.6. Antibakterijska aktivnost 
 
Katehini zelenog čaja pokazali su antibakterijsku aktivnost protiv gram pozitivnih i gram 
negativnih bakterija koje mogu biti štetne za čovjeka. Ekstrakti čaja inhibiraju 
enterobakterije, Staphylococcus aureus, S. epidermis, Plesiomonas shigelloides (Toda i sur., 
1989), Salmonella typhimurium, S. enteridis, Shigella flexneri, S. disenteriae, Vibrio cholerae, 
V. parahaemolyticus (Mitscher i sur., 1997; Toda, i sur., 1991), Campylobacter jujuni i 
Esherichia coli (Dikter i sur., 1991), ali ne djeluju na bakterije vrsta Pseudomonas aeruginosa  
i Aeromonas hydrophila (Toda i sur., 1989). Ekstrakti crnog i zelenog čaja također mogu 
djelovati na Heliobacter pylori koja se povezuje sa želučanim, peptičnim i duodenalnim 
čirevima (Diker i Hascelik, 1994). Međutim, koncentracije čaja korištene u ovim 
istraživanjima premašuju uobičajene koncentracije pri svakodnevnom konzumiranju čaja. 
Polifenoli čaja mogu selektivno inhibirati rast klostridija i pogodovati rastu bifidobakterija u 
ljudskom debelom crijevu. Ravnoteža bakterija u crijevnoj mikroflori može biti važna za 
sprječavanje raka debelog crijeva (Okubo i Juneja, 1997). 
Dokazana je antimikrobna aktivnosti protiv kariogenih i parodontnih bakterija. Polifenoli čaja 
inhibiraju Streptococcus mutans (Sakanaka i sur., 1989), S. sobrinus (Sakanaka i sur., 1990) 
i Porphyromonas gingivalis, bakterije odgovorne za stvaranje karijesa (Kakuda i sur., 1994; 
Sakanaka i sur., 1996). Nerolidoliz hlapljivih frakcija zelenog čaja i fluoridi prisutni u zelenom 
čaju pridonose antibakterijskoj aktivnosti ekstrakata čaja protiv vrste Streptococcus mutans 
(Antony i Shankaranaryana, 1997). Polifenoli i seskveterpeni čaja imaju sinergistički učinak 
na antibakterijsku aktivnost i antikariogena svojstva čaja (Kakuda i sur., 1994). Bakterije koje 
uzrokuju karijes proizvode mliječnu kiselinu koja uništava zubnu caklinu, no čaj može 
povećati otpornost zuba na kiseline (Gutman i Ryu, 1996). Zaštita protiv karijesa čajevim 






















































3.1. Materijali i metode 
3.1.1. Priprava kulture kombuche 
  
Komercijalna starter kultura kombuche je pripravljena zajedno s „majčinskom tekućinom“ u 
crnom čaju (40 g listića čaja/L vode) uz dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 10 dana u 
aseptičnim uvjetima pri 28 ºC u termostatu. 
 
3.2. Hranjiva podloga 
3.2.1. Vrsta čaja 
 
Uzgojena kombucha (3 % tež/vol) nacijepljena je na infuziju zelenog čaja (Camellia sinensis) 
proizvođača AGRISTAR d.o.o., Višnjevac, Hrvatska. Zemlja podrijetla: JAR 
Sastojci: 100 % list zelenog čaja 
 
3.2.2. Priprava kompleksne podloge (zeleni čaj) 
 
Infuzije biljnog čaja su pripravljene dodatkom 40 g listića čaja u 1 L vode zagrijane na 85 oC 
u koju je dodano 60, 80 ili 100 g/L saharoze (bijeli konzumni šećer). Nakon ekstrakcije koja 
je trajala 5 minuta (naputak proizvođača je 3-5 minuta), čaj je ohlađen na sobnu 
temperaturu i filtrirani su čajni listići. Bistri filtrati su preliveni u sterilne Erlenmeyer tikvice od 
500 mL korisnog volumena. Nacijepljeni uzorci svježe uzgojenom kombucha kulturom su 
inkubirani pri 25 oC (sobna temperatura) tijekom 11 dana, a supernatant je uporabljen za 
daljnja određivanja.  
 
3.3. Određivanje pH vrijednosti 
 
Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 11 dana fermentacije. Mjerenja su 
provedena nakon pažljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub posuda, kako ne bi 
došlo do oštećenja celulozne biomase koja pluta na površini uzorka. Mjerenja su provedena 





3.4. Određivanje koncentracije octene kiseline 
 
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog čaja, 20 mL vode i 
dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0.1 M 
NaOH do prve pojave ljubičaste boje. Koncentracija octene kiseline (g/L) izračunata je prema 
izrazu: 
 
(CH3COOH) = V(NaOH) ∙ f(NaOH) ∙V(podloge) ∙ 6      (1) 
 
gdje je: 
V(NaOH) = utrošeni volumen 0,1 M NaOH (mL) 
f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000) 
Vuzorka = volumen uzorka (1 mL) 
 
3.5. Određivanje koncentracije glukonske kiseline 
 
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi 
fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave 
ljubičaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izračunata je prema 
jednadžbi: 
 
(C6H12O7) = (V(NaOH) ∙ M(NaOH).∙ 1,97) / Vuzorka     (2) 
 
gdje je: 
V(NaOH) = utrošeni volumen 0,1 M NaOH (mL) 
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M) 
Vuzorka = volumen uzorka (mL) 
 
3.6. Određivanje alkohola kemijskom metodom 
 
Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima zelenog čaja tijekom previranja šećera do etanola i 
biooksidacije etanola do octene kiseline, određivan je kemijskom metodom koja se zasniva 




Koncentracija (vol %) alkohola je izračunata prema jednadžbi: 
 
alkohol (vol %) = (10 - 
a
6.9
) ∙ 2        (3) 
gdje je: 
a = utrošak 0.1 M otopine Na2S2O3 (mL) 
 
3.7. FT-IR spektroskopija (eng. Fourier Transform Infrared Spestroscopy) 
 
Uzorci bakterijske celuloze su sušeni 6 sati u suhom sterilizatoru pri 105 ºC u Petrijevim 
zdjelicama u tankom sloju, a nakon toga usitnjeni u tarioniku do praha. IR spektri čvrstih 
uzoraka snimljeni su u kalijevu bromidu na IR-spektrofotometru Bomem MB 100 mid FT pri 
rezoluciji od 2 cm-1 u rangu od 4000 do 400 cm-1. 
 
3.8. Difrakcija rentgenskim zrakama (eng. X Ray Diffraction; XRD) 
 
Rentgenska difrakcijska analiza provedena je korištenjem difraktometra Shimadzu XRD 6000 
sa CuKα zračenjem. Uzorci su snimljeni u području 2θ 5°–40° s korakom od 0.02°. Kut (2θ) 
se preračunava u razmak d preko Braggovog zakona: 
 
n= 2 d sin θ           (4) 
 
gdje je: 
n = cijeli broj 
= valna duljina 
d = razmak između ravnina atoma 
θ = Braggov kut 
 
Veličina kristalita određena je Schrrererovom jednadžbom: 
 






3.9. Pretražna elektronska mikroskopija (eng. Scanning Electron Microscopy; 
SEM) 
 
Pretražna elektronska mikroskopija (SEM) napravljena je na instrumentu TescanVega 3 
Easyprobe s volframovom žarnom niti, pri ubrzavajućem naponu 5 kV. Uzorci su prethodno 
napareni vodljivim slojem zlata i paladija. 
 
3.10.  Izračunavanje mase i prinosa bakterijske celuloze 
 
Nakon 11 dana fermentacije, plutajući gelovi celulozne biomase, koji su formirani na površini 
hranjivih podloga su pažljivo izvađeni iz staklenih posuda, oprani demineraliziranom vodom i 
ostavljeni preko noći u 1M NaOH na sobnoj temperaturi kako bi se uklonile stanice 
mikroorganizama i sastojci podloga. Nakon toga su gelovi bakterijske celuloze ispirani 
demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao početnu vrijednost vode 
prema metodi Toda i sur.(1997). Oprani gelovi su uronjeni u 96 %-tni EtOH tijekom 2 sata, 
izvagani da bi se izmjerila masa vlažne celulozne biomase, i nakon toga stavljeni na sušenje 
u suhi sterilizator pri 50 ºC/4 sata. Masa celulozne biomase (g) izračunata je prema slijedećoj 
formuli: 
mcb (g) = mbt – mi          (6) 
 
gdje je: 
mcb = masa (vlažne) celulozne biomase (g) 
mbt = masa (vlažne) biomase na kraju fermentacije (g) 
mi = masa inokuluma (g) 
 
Prinos celulozne biomase (Ycb) je izračunat prema formuli: 
 
Ycb (%) = 
(γ vlažne biomase nakon fermentacije−γ vlažnog inokuluma)
(γ izvora C na početku fermentacije) 







3.11. Određivanje kapaciteta zadržavanja vode (eng. Water-Holding Capacity; 
WHC) 
 
Kapacitet zadržavanja vode bakterijske celuloze određivan je nakon 11 dana fermentacije. 
Biomasa kombuche je iz prevrelih podloga izvađena pomoću plastične pincete, protresena da 
se ukloni višak tekućine i nakon toga izvagana. Nakon vaganja, celulozna biomasa je 
ostavljena da se pokrivena filtar papirom suši na sobnoj temperaturi 48 h zbog uklanjanja 
slobodne vode, nakon čega je sušena 12 h pri 105oC u suhom sterilizatoru, kako bi se u 
potpunosti uklonila vezana voda. Kapacitet zadržavanja vode (WHC) je izračunat prema 
formuli: 
 
WHC (g/g) = masa vode uklonjena tijekom sušenja/suha tvar bakterijske celuloze (7) 
 
3.12. Određivanje brzine otpuštanja vode (eng. Water-Release Rate; WRR) 
 
Za određivanje brzine otpuštanja vode iz novo sintetizirane bakterijske celuloze, mase vlažnih 
uzoraka su mjerene kontinuiranim vaganjem u određenim vremenskim periodima do 
konstantne mase. Tijekom pokusa, uzorci su bili pohranjeni na sobnoj temperaturi u 
Petrijevoj zdjelici, pokriveni filtar papirom prema metodi Shezad i sur. (2010). Rezultati su 
prikazani grafički kao odnos mase otpuštene vode u određenom vremenskom periodu. 
 
3.13. Određivanje antimikrobnih svojstava bakterijske celuloze 
 
Antimikrobna aktivnost inhibicija rasta odabranih test mikroorganizama Escherichia coli, 
Salmonella typhimurium, Pseudomonas sp.i Vibrio cholerae određivana je disk-difuzijskom 
metodom. Kao test mikroorganizmi korišteni su sojevi bakterijskih kultura iz Zbirke 
mikroorganizama Laboratorija za opću mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica 
Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta u Zagrebu. 
Na površinu čvrste hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici, na koju je prethodno nacijepljen 
test-mikroorganizam, postavljeni su diskovi sa određenim antimikrobnim agensom. Tijekom 
inkubacije spoj je difundirao radijalno iz diska u agar tvoreći gradijent koncentracije i ovisno 
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o njegovom antimikrobnom djelovanju inhibirao rast mikroorganizma u okolini diska. Prozirna 
zona u kojoj nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (ZI) i indikacija je osjetljivosti 
mikroorganizma prema antimikroorganizmu. Svi pokusi su provedeni u trima paralelama, te 
































































4.1. Promjena pH vrijednosti 
 
Fermentacija kombucha čaja rezultira brojnim biokemijskim reakcijama, a jedna od 
najizrazitijih je nastajanje organskih kiselina. Kao rezultat porasta koncentracije organskih 
kiselina, pH vrijednost zelenog čaja zaslađenog s različitim koncentracijama saharoze (60, 80 
i 100 g/L) pada, tako da je u ovom radu pH vrijednost s početnih 4,16-4,24 do kraja 
istraživanja postupno pala na vrijednosti između 3,29 i 3,4 (Slika 6). Iz slike je vidljivo da su 
pH vrijednosti pri svim koncentracijama šećera imale vrlo ujednačen linearni pad. Prema 
Hwang i sur. (1999), konverzija glukoze u glukonsku kiselinu rezultira značajnim smanjenjem 
pH vrijednosti tijekom fermentacije. Nadalje, inokulacija majčinske kulture kombuche, s 
niskom pH vrijednošću u novu hranjivu podlogu, ne samo da osigurava brzi početak 
fermentacije (Sievers i sur., 1995), nego i štiti od moguće kontaminacije plijesnima i 
neželjenim mikroorganizmima (Greenwalt i sur., 2000). Ovi su autori zabilježili slične 
promjene u pH vrijednostima kombuchom fermentiranim čajevima kao i u ovom radu, koje 
su bile izraženije tijekom prvih 3-5 dana fermentacije, nakon čega se pH vrijednost nije 




Slika 6. Promjena pH vrijednosti tijekom 11 dana uzgoja kombuche u zelenom čaju 
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4.2. Etanol, octena i glukonska kiselina 
 
Kvasci i bakterije kao simbiotička kultura kombuche troše supstrat na različiti i 
komplementarni način. Invertaza iz kvasca hidrolizira saharozu do glukoze i fruktoze, pri 
čemu putem glikolize nastaje etanol, a bakterije octene kiseline koriste glukozu za 
proizvodnju glukonske kiseline, a etanol za proizvodnju octene kiseline (Dufresne i 
Farnworth, 2000). 
Prema provedenim istraživanjima, koncentracija etanola u kombucha napitcima nije veća od 
1% (vol/vol) (Teoh i sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije 
izmjerili 0,36 g/L EtOH, uz početnih 70 g/L saharoze u crnom čaju. Reiss (1995) je ispitivao 
utjecaje različitih izvora ugljika (saharoza, laktoza, glukoza i fruktoza) na metabolizam 
kombuche, te uočio da koncentracija proizvedenog etanola ovisi o vrsti i koncentraciji 
dodanog šećera. U ovom radu je u zeleni čaj dodano 60, 80 i 100 g/L saharoze (konzumni 
bijeli šećer) i već nakon prvog dana fermentacije, kod svih je koncentracija dodanog šećera 
izmjerena maksimalna koncentracija etanola, 0,55 g/L, koja se u trećem danu smanjila na 
0,33 g/L, a nakon toga je pala na manje od 0,05 g/L i posljednja četiri dana fermentacije 
iznosila 0,01 g/L (Slike 7-9), dok pri koncentraciji od 100 g/L šećera nakon šest dana 
fermentacije nije izmjerena prisutnost etanola (Slika 9).  
Usporedni prikaz nastajanja organskih kiselina tijekom fermentacije kombuche u zelenom 
čaju također je prikazan na Slikama 7-9. Najveći porast koncentracije octene kiseline uočen 
je pri 60 g/L šećera, gdje se vrijednost povećala s 0,5 g/L na početku istraživanja do 3,5 g/L 
na kraju fermentacije (Slika 7). Pri višoj koncentraciji šećera u istoj podlozi (80 g/L), od 
početne koncentracije 1,0 g/L koncentracija octene kiseline je porasla do 2,0 g/L (Slika 8), 
dok je pri najvišoj koncentraciji šećera (100 g/L) početna koncentracija iznosila 1,2 g/L, a 
konačna 2 g/L (Slika 9). Bakterije octene kiseline pokazuju visoku toleranciju na izrazito niske 
pH vrijednosti, koja je rijetka među aerobnim homotrofnim i heterotrofnim bakterijama. Ovo 
im svojstvo omogućava rast na hranjivoj podlozi koja već na početku uzgoja ima pH 
vrijednost nižu od 4,5 (Malbaša i sur., 2008).  
Glukozu bakterije octene kiseline oksidiraju do glukonske kiseline, koja predstavlja drugu 
glavnu organsku kiselinu nastalu kao posljedica metabolizma kombuche. Kao što je vidljivo 
na Slikama 7-9, koncentracija glukonske kiseline tijekom fermentacije u zelenom čaju veća 
gotovo 10 puta od koncentracije octene kiseline, što je fermentiranom čaju dalo blago 
šećernu notu, a ne trpku kiselost koju izazivaju veće koncentracije octene kiseline. Tijekom 
svih fermentacija zabilježen je blagi linearni rast do sedmog dana fermentacije, od 5,5 g/L do 
8,5 i 11 g/L) (60 i 100 g/L)  i 4,8 g/L (80 g/L) na početku do 7,0 g/L. U svim je 
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uzorcima uočen nagli rast koncentracije glukonske kiseline u devetom danu istraživanja pri 
čemu si vrijednosti iznosile 17,5 g/L (60 g/L) i 16 g/L (80 i 100 g/L) (Slike 7-9). 
 
Slika 7. Kinetika nastajanja octene i glukonske kiseline, te etanola tijekom 11 dana uzgoja 
kombuche u zelenom čaju (60 g/L saharoze) 
 
Slika 8. Kinetika nastajanja octene i glukonske kiseline, te etanola tijekom 11 dana uzgoja 




Slika 9. Kinetika nastajanja octene i glukonske kiseline, te etanola tijekom 11 dana uzgoja 
kombuche u zelenom čaju (100 g/L saharoze) 
 
4.3. Sinteza bakterijske celuloze 
 
Jedan od prvih okom vidljivih proizvoda biotransformacije zaslađenog čaja je celulozna opna 
koja se, svakodnevno, u obliku tankog sloja oblikuje po površini tekućine. Prinos biomase 
povezan je s izvorom ugljika i koncentracijom tog supstratau hranjivoj podlozi. U ovom je 
radu, tijekom fermentacije čaja već nakon 24 h bilo vidljivo stvaranje prozirne opne na 
površini tekućine, koja je s vremenom fermentacije postala deblja i želatinoznija. Istraživanja 
Goh i sur. (2012), koji su pratili prinos biomase kombuche ovisno o koncentraciji šećera (od 
50 do 250 g/L), pokazala su da se prinos biomase povećavao u uzorcima kojima je dodano 
do 90 g/L šećera (66.7 %), a nakon toga se naglo smanjivao, te je pri najvećoj koncentraciji 
od 250 g/L bio samo 9.9 %. U ovom radu, u čaju kojem je dodano 100 g/L saharoze 
postignut je najbolji prinos celulozne biomase (120.27 %), no važno je naglasiti da ni pri 











inokuluma (g/L)  celulozne biomase (g/L) Prinos (%) 
60 g/L 12.14 74.55 104.02 
80 g/L 12.04 102.98 113.68 
100 g/L 11.94 132.21 120.27 
 
4.4. Kapacitet zadržavanja i otpuštanja vode 
 
Kapacitet zadržavanja vode i brzina otpuštanja vode su najvažnija svojstva bakterijske 
celuloze kada se radi o biomedicinskoj primjeni. Odgovarajuća vlažnost bakterijske celuloze 
pojačava i ubrzava zarastanje rana i štiti od kontaminacija (Ul-Islam i sur., 2012). 
Promjene u sposobnosti zadržavanja vode u uzorcima sintetizirane bakterijske celuloze 
rezultat su njihove razlike u površini i poroznosti strukture. Molekule vode su „zarobljene“ 
fizički i na površini i u unutrašnjosti matriksa bakterijske celuloze koji se sastoji od 
isprepletenih vlakana (Watanabe i sur., 1998). Što je više slobodnog prostora između 
vlakana, to će više molekula vode moći ući i adsorbirati se u matriksu. Dakle, što je veća 
specifična površina, više vode će se moći zadržati u matriksu bakterijske celuloze (Gu i 
Catchmark, 2012). 
Rezultati istraživanja kapaciteta otpuštanja i zadržavanja vode provedenim u ovom radu 
prikazani su na Slici 10 i Tablici 3. Na Slici 10 vidljivo je da se specifični udjel vode linearno 
smanjuje tijekom 96 sati istraživanja, kao i da bakterijska celuloza zadržava skoro 30 % vode 














Slika 10. Kinetika otpuštanja vode (WRR) tijekom 96 sati iz uzoraka bakterijske celuloze 
nakon 11 dana fermentacije u zelenom čaju (100 g/L) 
 
Tablica 3. Kapacitet zadržavanja vode bakterijske celuloze uzgojene u zelenom čaju 
 





(g vode/g uzorka) 
60 g/L 2,35 1,359 91,82 
80 g/L 2,88 1,682 100,31 
100 g/L 3,11 1,784 106,52 
 
4.5. FT-IR spektroskopska analiza 
 
Kemijska struktura bakterijske celuloze sintetizirane u zelenom čaju je određivana u 
infracrvenom spektru (IR). Spektar je pokazao apsorpcije na 1054 cm-1 i 3400 cm-1, područja 
istezanja karakteristična za R-OH veze. Apsorpcija oko 1400 cm-1 ukazala je na škaraste 




u uzorku. Također je na Slici 11 vidljivo karakteristično područje istezanja (960 – 730 cm-1), 
pri čemu pikovi kod 862,54 cm-1 mogu potvrditi prisutnost ß-1,4-glikozidnih veza. 
 
 
Slika 11. FT-IR spektar bakterijske celuloze sintetizirane u zelenom čaju nakon 11 dana 
uzgoja (100 g/L) 
 
4.6. Difrakcija rentgenskih zraka 
 
Analiza difrakcijom rendgenskim zrakama napravljena je sa ciljem usporedbe 
mikrostrukturnih promjena u uzorcima bakterijske celuloze fermentiranim u zelenom čaju s 
koncentracijom šećera 100 g/L. Cilj je bio provjeriti udjel amorfne i kristalinične strukture 
uzorka (Tablica 4, Slika 12). 
Difrakcija rendgenskim zrakama pokazala je da uzorak bakterijske celuloze iz zelenog čaja 
pokazuje manje ili više izražene difrakcijske maksimume karakteristične za celulozu, te 
amorfni halo (odstupanje od ravne bazne linije), što pokazuje da je celuloza razmjerno slabo 
kristalna. Razlike u među plošnim razmacima pripisuju se promjenama u omjeru Iα i Iβ 
celuloze (Czaja i sur., 2004), no u ovom radu dolazi do primjetne promjene samo u položaju 
prvog maksimuma. Veličina kristalita određena Scherrerovom formulom je 7,8 nm, s 
iznimkom veličine određene iz srednjeg, najmanjeg maksimuma, kod kojega je i najveća 







Tablica 4. Kristaliničnost uzoraka bakterijske celuloze uzgojene u zelenom čaju (100 g/L) 
 
Uzorak d1/ Å d2/ Å d3 / Å 2θ2 - 2θ1 / ° t1 / nm t2 / nm t3 / nm 
Zeleni čaj 6,11 5,25 3,92 2,38 7,8 15 7,6 
 
d – međuplošni razmak u kristalnoj rešetki, u Å (10-10 m) 
t – veličina kristalita određena Scherrerovom jednadžbom 
 
 
Slika 12. Difraktogram rentgenskih zraka bakterijske celuloze nakon 11 dana uzgoja u 
zelenom čaju (100 g/L šećera) 
 
4.7. Pretražna elektronska mikroskopija 
 
Površina i struktura mikrovlakana bakterijske celuloze snimane su pretražnim elektronskim 
mikroskopom (Slike 13 i 14). Na Slici 13 vidljive stanice bakterija i kvasaca na površini 



























Slika 13. SEM snimka površine bakterijske celuloze nakon 11 dana uzgoja u zelenom čaju 
(konc. šećera 100 g/L) 
 
 
Slika 14. SEM snimka mreže mikrovlakana bakterijske celuloze nakon 11 dana uzgoja u 




4.8. Antimikrobno djelovanje 
 
U ovom je radu antimikrobna aktivnost fermentiranog čaja kombuche ispitivana na četiri 
testna mikroorganizma, a to su bile bakterije vrsta Salmonella typhimurium, Escherichia coli, 
Vibrio cholerae i roda Pseudomonas sp. Rezultati prikazani u Tablici 4 ukazuju na izvrsno 
antimikrobno djelovanje na bakteriju E. coli, vrlo dobro djelovanje na S. typhimurium i 
Pseudomonas sp., dok su u prisutnosti V. cholerae uočene izrazito male i zamućene zone 
inhibicije. Također je uočeno da je fermentirani zeleni čaj, pripravljen uz dodatak 80 g/L 
saharoze imao najveće antimikrobno djelovanje (Tablica 5). 
 
 
Tablica 5. Antimikrobno djelovanje kombucha zelenog čaja fermentiranog dodatkom 




S. typhimurium E.coli Pseudomonas 
sp. 
V. cholerae 
  zone inhibicije 
(mm) 
  
60 18 24 17 0* 
80 23 33 21 0* 


















































Iz dobivenih rezultata može se zaključiti sljedeće: 
 
1. Uzgoj kombuche proveden je u kompleksnoj podlozi (zeleni čaj) s dodatkom 60, 80 i 
100g/L saharoze kao izvora ugljika. 
 
2. U svim su istraživanim uzorcima pad pH vrijednosti i koncentracije etanola bili u pozitivnoj 
korelaciji s povećanjem koncentracije octene i glukonske kiseline. 
 
3. Specifična površina, poroznost i ukupni volumen sintetizirane bakterijske celuloze 
rezultirali su izvrsnom sposobnošću apsorpcije i otpuštanja velike količine vode. 
 
4. FT-IR spektroskopskom analizom je dokazana pretežito amorfna struktura bakterijske 
celuloze uzgojene u zelenom čaju pri svim koncentracijama dodanog šećera.  
 
5. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija S. 
typhimurium, E. coli, V. colerae  i Pseudomonas sp. Fermentirani zeleni čaj je pokazao 
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